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(57) Abstract: The invention 
concerns a method for screening 
molecules for the treatment of 
Huntington disease and a method for 
identifying therapeutic targets for 
said disease. The methods are based 
on the ^identification of molecules 
which are capable of modifying the 
interaction normal htt/ CA 150. 

(57) Abrege; La presente invention 
a pour objet un proce"de de criblage 
de molecules destine' au traitement 
de la maladie de Huntington ainsi 
qu'un proce'de' d'identification de 
cibles therapeutiques pour cette 
maladie. Les proce'des se basent 
sur T identification de molecules 
capables de modifier Y interaction 
htt normale/CA150. 



WO 01/09613 Al IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIOIIIIIIIIBIIOIIIIIII 



Publiee: 

— Avec rapport de recherche inter nationale. 

— Avant I 'expiration du delai prevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont 
recues.' 



En ce qui c oncer ne les codes a deux lettres et autre s abrevia- 
tions. se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



WO 01/09613 



PCT/FROO/02036 



PROCEDE DE CRIBLAGE DE MOLECULES DESTINEES 
AU TRAITEMENT DE LA MALADBE DE HUNTINGTON 

La presente invention a pour objet un precede de criblage de 
5 molecules destine au traitement de la maladie de Huntington ainsi que 
l'utilisation de molecules ainsi mises en evidence pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement curatif ou preventif de cette maladie. Elle 
conceme egalement un precede ^identification de cibles therapeutiques 
pour la maladie de Huntington et l'utilisation de sequences nucleotidiques 
10 correspondant a des genes impliques dans le developpement de cette 
maladie afin de la traiter. 

La maladie de Huntington (Huntington Disease ou HD) est une 
maladie neurodegenerative dominante autosomal a expansion de 
polyglutamines (polyQ) dont le gene code pour la huntingtine (htt), une 
15 proteine de fonction inconnue exprimee dans le cerveau et plusieurs autres 
tissus. L'expansion de polyQ (suite a une mutation dynamique-ou 
expansion-CAG dans le gene de la htt) se situe dans la partie N-terminale de 
la htt, une region conservee et fonctionnellement importante pour 
l'apparition de HD. La htt normale contient un nombre normal de 
20 repetitions glutamines (Gins) (typiquement : 15 a 20 Gins, principalement : 
moins de 39 Gins). La htt mutee contient un nombre anormalement eleve de 
repetitions glutamines (typiquement le seuil pathologique est d'environ 39 
Gins, l'expansion de polyglns pouvant par exemple atteindre jusqu'a 180 
Gins dans certains cas) qui est associe a l'apparition de la maladie (Koshy et 
25 Zoghbi, 1997). La htt serait une proteine importante pour la genese et la 
survie du neurone (Zeitlin et al., 1995 ; White et al., 1997). A l'etat normal, 
cette proteine est localisee essentiellement dans le cytoplasme des neurones 
ou elle est par exemple associee aux microtubules (DiFiglia et al., 1997). La 
htt normale a aussi ete detectee dans le noyau, dans des cellules de 
30 neuroblastome de souris (de Rooij, 1996), et dans le cerveau humain post- 
mortem (Hoogeven et al., 1993). 

Sur le plan tissulaire, HD se caracterise en premier lieu par une 
apoptose progressive et selective des neurones striataux ; a des stades plus 
avancees, HD affecte d'autres regions du cerveau comme le cortex (Koshy 
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et Zoghbi, 1997). Les bases moleculaires de cette selectivity ne sont pas 
connues. 

Les formes normales et mutees de la htt etant exprimees a des 
niveaux similaires, la cause de HD est a rechercher dans des perturbations 
5 biochimiques des voies de signalisation impliquees dans la genese, le 
fonctionnement, et la survie des neurones atteints dans HD. 

Par ailleurs, il existe une correlation inverse entre l'age d' apparition 
et la severite de HD et/ou le nombre de repetitions glutamines dans la htt 
(Koshy et Zoghbi, 1997), ce qui indique que la gravite de la perturbation de 
10 ces fonctions biochimiques est modulee par la longueur du domaine 
polyglns. 

II n' existe pas de traitement pour cette maladie gravement 
invalidante (6000 personnes en France, prevalence apparente voisine de 
1/10.000). L' identification des facteurs biochimiques impliquees dans HD 
15 est necessaire afin d'identifier des cibles therapeutiques pour cette maladie, 
et de proceder a la recherche de methodes therapeutiques et de composes 
actifs permettant de restaurer un fonctionnement normal des voies de 
signalisation intracellulaires importantes pour la survie et le bon 
fonctionnement des neurones atteints dans HD. 
20 Chez les malades, des agregats nucleates (parfois perinucleaires) 

composes de fragments N-terminaux de la htt et d'ubiquitine ont ete mis en 
evidence (DiFiglia et al., 1997). Le fait que les agregats soient detectes 
avant F apparition de l'apoptose dans des modeles cellulaires in vitro et dans 
des modeles de souris transgeniques a initialement conduit a l'hypothese 
25 que les agregats nucleaires pouvaient etre a Torigine de la maladie 
(Mangiarini et al., 1996 ; Davies et al., 1997 ; Ross, 1997). Cependant, les 
resultats les plus recents favorisent fortement Phypothese d'un effet des 
formes libres de la htt mutee comme mecanisme physiopathologique 
fondamental de HD (Sisodia, 1998). Plusieurs etudes (sur cerveaux post- 
30 mortem, cultures primaires de neurones striataux de rat, d'autres modeles 
cellulaires in vitro, et de modeles chez la souris) indiquent en effet qu'il 
n'existe pas une bonne correlation entre la formation d'agregats et 
Tapoptose des neurones cibles (Bates et al., 1998 ; Lunkes et Mandel, 1998 
; Saudou et al., 1998 ; Sisodia, 1998 ; Hackam et al., 1999 ; Schilling et al., 
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1999). Ces agregats sont de plus susceptibles de proteger fortuitement Ie 
neurone contre un exces d'apoptose provoque par la htt mutee non-agregee 
(Saudou et al., 1998). Par contre, la localisation nucleaire de fragments N- 
terminaux «libres» de la htt mutee est necessaire a T induction de 
5 l'apoptose neuronale (Saudou et al., 1998). 

Le noyau pourrait done etre le lieu privilegie des mecanismes 
physiopathologiques de HD, notamment en terme de dysreguiation de la 
transcription et d'expression inadequate de certains genes et proteines. 

Un autre aspect important de la physiopathologie de HD reside dans 
10 le fait que le dysfonctionnement neuronal avant apoptose est fortement 
susceptible d'etre a l'origine, en tout ou en partie, de cette maladie. Dans les 
modeles transgeniques de HD chez la souris, il a en effet ete observe que les 
symptomes comportementaux chez les souris transgeniques (expression 
d'un fragment N-terminal de la htt mutee correspondant a l'exon 1 du gene 
15 de cette proteine) apparaissent avant la detection d'une apoptose des 
neurones (Bates et al., 1998). 

Par ailleurs, l'expansion de polyglns induit probablement un 
changement de conformation des fragments N-terminaux de la htt, dont les 
consequences pathologiques iraient de pair avec la degradation 
20 proteolytique progressive de la htt (initialement par les caspases comme la 
caspase-3, puis par d'autres proteases non identifies) et la genese de 
fragments N-terminaux de plus en plus courts et comprenant par exemple 
les aminoacides 1-500, 1-300, puis 1-150, et 1-100 (Goldberg et al., 1996 ; 
Lunkes et Mandel, 1998 ; Martindale et al., 1998 ; Sharp et al., 1998 ; 
25 Schilling et al., 1999), et leur diffusion passive dans le noyau au travers des 
pores nucleates (Hackam et al., 1999). En effet, les 50 a 200 premiers 
aminoacides suffisent a induire des phenotypes cellulaires voire 
comportementaux similaires a ceux observes dans HD dans des modeles 
transgeniques de souris (Mangianiri et al., 1996 ; Bates et al, 1998), de 
30 drosophile (Jackson et al., 1998), et de nematode C elegans (Faber et al., 
1999;Neri etal., 1998). 

L'expansion de polyQ (au travers du changement de conformation 
mentionne ci-dessus) modifierait aussi 1'accessibilite des proteines 
partenaires de la huntingtine (PPH) a leurs sites de liaison dans la htt (hors 
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du domaine polyQ), avec pour consequence une diminution ou une 
augmentation de la liaison de la htt mutee avec les PPH appartenant a des 
voies de signalisation intracellulaires essentielles pour le fonctionnement et 
la survie du neurone. Le role potentiel d' interactions proteine-proteine 

5 anormales dans HD a ete illustre par 1' identification en criblage double- 
hybride (Fields et Song, 1989) de plusieurs PPH qui se lient a la region N- 
terminale de la htt (amino-acides 1 a 500). La majorite de ces PPH semblent 
se Her a la htt en dehors du domaine polyglns. Dans le cas ou ces PPH ont 
et6 identifiees par criblage de banques d'ADNc non humains (par exemple, 

10 ADNc de rat ou de souris), il a ete montre que les homologues humains de 
ces PPH se lient effectivement a la htt in vitro, et qu'ils co-localisent avec la 
htt dans des extraits de cerveau humain. D'une fa9on generate, il n'existe 
pas de correlation systematique entre le profit d'expression des PPH 
identifiees a ce jour et les sites de perte neuronale observes dans HD. II 

15 s'agit essentiellement des PPH suivantes : 

- GAPDH (Burke et al., 1996 ; liaison invariante accrue avec la htt mutee) : 
enzyme impliquee dans la glycolyse et le metabolisme energetique. 

- HIP2 (Kalchman et al., 1996 ; liaison invariante avec la htt mutee) : 
Enzyme de conjugaison a Pubiquitine. 

20 - Cystathionine B-synthase ou CBS (Boutell et al., 1998 ; liaison invariante 
avec la htt mutee) : enzyme-cle de la synthese de cysteine a partir de la 
methionine. L'absence de CBS est associee a l'accumulation du substrat 
de la CBS qui est excitotoxique (P homocysteine), et a une maladie 
metabolique humaine rare (homocystinurie). Le role d'un mecanisme 

25 similaire dans HD n'est pas etabli. 

- HAP1 (Li et al., 1995 et W0 97/17443 ; liaison accrue avec la htt mutee) 
et HIP1 (Kalchman et al., 1997; Wanker et al. 1997 ; diminution de liaison 
avec la htt mutee) : proteines de fonction inconnue associees au 
cytosquelette dont les sites de liaison semblent compris entre les amino- 

30 acides 171 et 500. HAP1 interagit avec plusieurs proteines, notamment la 
sous-unite plSO 0 ^ de la dynactine (Engelender et al., 1997), ce qui 
confirme le role de HAP1 dans la formation et Pactivite du cytosquelette et 
le trafic des vesicules intracellulaires. 
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- HYP A et HYPB (Faber et al., 1998 ; augmentation de liaison avec la htt 
mutee) : proteines a domaine WW de fonction inconnue, liaison au niveau 
des deux polyprolines immediatement en C-terminal du domaine polyQ. 

- SH3GL3 (Sittler et al., 1998 : liaison accrue avec la htt mutee) : proteine 
5 de fonction inconnue a domaine SH3 appartenant a la famille Grb2, les 

membres de cette famille etant associes aux synaptosomes, liaison au 
niveau des deux polyprolines immediatement C-terminale a la polyglns. 
Role promoteur de SH3GL3 dans la formation d'agregats. 

10 II est important de noter trois points : 

1) Plusieurs PPH qui presentent un accroissement de liaison envers la htt 
mutee (HAP1, SH3GL3, serie HYP) sont associees a la formation des 
agregats nucleates comme SH3GL3 qui presente un role promoteur sur 
leur formation (Sittler et al., 1998), ou HIP2 qui est directement associee 

15 a la cinetique de degradation ou d'accumulation des proteines 
intracellulaires. Les agregats n' etant pas une cause sine qua non de 
l'apoptose (Saudou et al., 1998 ; Sisodia, 1998), la recherche d'un 
blocage d'une liaison anormalement accrue et « neurotoxique » entre la 
htt mutee et une PPH par un compose actif (tel que decrit par C. A Ross et 

20 al., 'Huntingtin-associated protein', W097/17443) est en fait susceptible 
de ne pas constituer une bonne option therapeutique. De plus, ces PPH 
presentent a priori des variations moderees d' interaction (en general d'un 
facteur 2 a 5) pour la htt mutee (40-60 Gins) en comparison de la htt 
normale (20 Gins). En vertu de l'etat de Tart dans le domaine des petites 

25 molecules, il est difficile d'envisager le blocage specifique « benefique » 
d'une liaison moderement accrue entre la htt mutee et une PPH, en 
absence d'un effet secondare « inapproprie » de blocage de la liaison 
entre la htt normale et cette meme PPH. 

2) HIP1 est la seule PPH qui montrait a ce jour une perte de liaison avec la 
30 htt mutee. HIP1 interagit environ 10 fois moins bien avec la htt mutee 

comprenant 125 Gins qu'avec la htt normale comprenant 25 Gins 
(Kalchman et al, 1997 et WO 97/18825). Cette proteine est 
specifiquement exprimee dans le cerveau, plus particulierement dans le 
cortex. Sa fonction est inconnue : I'homologie de 20-40% avec Sla2p 
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suggere un role dans la formation du cytosquelette, et la presence d'un 
motif de type « Leucine zipper » suggere une implication dans plusieurs 
interactions proteine-proteine. Le role de HEP1 dans la formation du 
cytosquelette est appuye par le fait que cette proteine est associee aux 

5 membranes cellulaires (debris cellulaires, noyau, synaptosomes, 
mitochondries, microsomes et membranes plasmatiques), une 
caracteristique commune de toutes les proteines du cytosquelette comme 
Pactine. HIP1 n'etant pas lie a la formation des agregats, il s'agit d'une 
cible therapeutique interessante. Cependant, le fait qu'il s'agisse d'une 

10 proteine du cytosquelette ne rentre pas dans le cadre des dernieres 
donnees de la litterature scientifique qui indiquent que la localisation 
nucleaire de la htt mutee est necessaire pour la mise en place des 
mecanismes physiopathologiques de HD (Saudou et al. 1998 ; Sisodia, 
1998). 

15 3) L'influence de la longueur du fragments N-terminal (notamment ceux 
susceptibles de passer dans le noyau) sur la liaison de la htt aux PPH n'a 
pas ete decrite auparavant. 

Dans ce cadre, les inventeurs apportent les nouveaux elements 
suivants : identification d'une nouvelle PPH a domaine WW dont 

20 Thomologue humain est un facteur de transcription nucleaire contenant un 
domaine polymorphique (repetition de dipeptides QA ou Glu-Ala), et 
identification des conditions biochimiques (taille des fragments de la htt) 
qui vont de pair avec des differences notables de liaison de cette PPH avec 
la htt mutee et la htt normale dans le noyau. Les cibles therapeutiques et les 

25 fortes differences identifies par les inventeurs sont compatibles avec la 
notion d'interventions therapeutiques qui visent a agir sur les effets 
pathologiques de certaines formes de la htt mutee, sans effets secondares 
sur les fonctions physiologiques normales de certaines formes de la htt 
normale. 

30 Le criblage en double-hybride pour des partenaires de la htt constitue 

un point d'entree particulierement interessant vers la biologie des neurones 
affectes dans HD. La preuve ultime qu'une PPH est effectivement impliquee 
dans des deficiences neuronales provient d'experiences supplementaires in 
vitro et in vivo. Par exemple, il est possible de prouver in vivo dans un 
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organisme entier 1) que la cible candidate est effectivement impliquee dans 
le phenotype de maladie (perte de fonction ou apoptose) reproduit dans 
V organisme modele utilise, 2) qu'il est possible de moduler son activite 
biologique, et 3) que cette modulation peut permettre de restaurer un 

5 fonctionnement normal des neurones rendus deficients par la htt mutee. 
Cette validation dite « cellulaire » (etablissement d'un lien direct entre un 
phenotype biochimique et un phenotype cellulaire) peut s'effectuer dans un 
organisme entier et dans un temps relativement court grace a Putilisation du 
nematode Caenorhabditis elegans. Ainsi, il est possible d'identifier les 

10 « voies genetiques » impliquees dans un phenotype de deficience neuronale 
grace a la recherche de mutants suppresseurs. G elegans permet aussi 
d'etudier les PPH ou les « voies physiques » (interactions proteine-proteine) 
d'interet et de fonction inconnue qui ont ete initialement identifiees par 
criblage double-hybride dans la levure, en permettant d'etudier les profils 

15 d'expression et les phenotypes mutants pour les homologues de ces PPH 
dans G elegans. 

Sur un plan de therapeutique prospective en neurobiologie, C 
elegans presente en effet les avantages suivants : systeme nerveux bien 
caracterise, bonne homologie fonctionnelle avec l'humain en terme de 

20 physiologie neuronale, nombreux phenotypes neurologiques normaux et 
mutants disponibles a l'analyse. Par rapport a d'autres organismes modeles 
simples comme la drosophile (Jackson et al., 1998), C elegans a de plus les 
avantages suivants : genome complement sequence, mutagenese plus 
rapide, organisme transparent permettant une visualisation de tous les 

25 neurones et une analyse de l'expression des proteines chez Tanimal vivant, 
court cycle de reproduaion (quelques jours), connaissance de la phylogenie 
cellulaire complete, facilite d'utilisation (culture sur agar solide ou liquide, 
resistance des larves a la congelation, et possibility de criblage a haut debit, 
par exemple en microplaques a 96 puits). 

30 Du fait de la forte conservation de plusieurs voies de signalisation 

intracellulaires entre le nematode et d'autres especes incluant l'humain, 
notamment en terme de physiologie neuronale (Bargman, 1998 ; Ruvkun et 
Hobert, 1998 ; The C elegans Sequencing consortium, 1998), l'etude des 
mecanismes de maladies humaines dans C. elegans est reconnue comme un 
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56%. Le phenomene de perte d'interaction entre ZK1127.9_187-758 et htt 
est d'autant plus marque que la taille des fragments N-terminaux de la htt 
mutee est reduite. Cette perte d'interaction est susceptible d'etre complete 
pour tout fragment de la htt contenant moins de 546 amino-acides et plus de 

5 90 aminoacides. En effet, ZK1127.9_1 87-758 n'est pas capable d'interagir 
avec htt90Q15, ce qui indique la region 90-546 de la htt contient les sites de 
liaison pour ZK1 127.9. La perte d'interaction entre ZK1 127.9^187-758 et 
htt est pratiquement complete pour httl52Q128. La mise en evidence d'une 
perte d'interaction entre htt mutee et proteines a domaine WW, et le fait que 

10 cette perte soit dependante de la longueur du fragment N-terminal de la htt 
sont des faits nouveaux, qui signalent un nouveau mecanisme 
potentiellement important de l'apoptose neuronale ou du dysfonctionnement 
neuronal dans HD, et soulignent la grande valeur potentielle du couple htt- 
CA150 comme cible therapeutique. 

15 Par ailleurs, ZK1 127.9 presente une homologie significative de 

sequence avec le facteur de transcription nucleaire humain CA150, facteur 
dont le gene s'avere etre exprime dans le cerveau humain. Ceci suggere 
fortement que certaines formes de la htt mutee sont incapables de se lier 
correctement a CA150 dans le cerveau des malades. Ceci suggere aussi que 

20 plusieurs genes humains ne sont pas correctement exprimes dans HD du fait 
d'un deficit dans les mecanismes de regulation de la transcription sous 
controle du couple htt-CA150. 

Les profils d'expression des EST humains correspondant a la htt et a 
CA150 indiquent que ces deux proteines sont exprimees dans le cerveau. 

25 Par ailleurs, le fait que CA150 soit une proteine nucleaire, que la taille des 
fragments de la htt testes par les inventeurs soit compatible avec un passage 
dans le noyau, et que la htt soit par ailleurs detectee dans le noyau des 
cellules neuronales, indiquent que CA150 et la htt co-localisent tres 
probablement dans le noyau des neurones du cerveau. 

30 En ce qui concerne les interactions 'htt- ZK1 127.9' in vitro : Apres 

expression et purification de proteines de fusion GST::htt et de 
ZK1 127.9: :epitopeHA dans E. Coli (vecteur pGEX, et vecteur pGEX- 
epitopeHA tel que modifie par les inventeurs), fixation de la htt sur billes 
sepharose (GST affinity resin, Stratagene), et incubation avec 
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ZK1 127.9::HA, la retention de ZK1 127.9::HA par la htt normale et mutee a 
ete testee par western blot a l'aide d'un anticorps anti-HA 

En ce qui conceme les interactions htt-CA150 in vitro : apres 
expression et purification de proteines de fusion GST : :htt et de CA150 
5 (fragment ou proteine entiere) dans E. coli (vecteur pGEX et vecteur pGEX- 
epitope HA tel que modifie par les Inventeurs), fixation de la htt sur billes 
sepharose (GST affinity resin, Stratagene), et incubation avec CA150 : :HA, 
la retention de CA150 par la htt normale a ete testee par western blot a 
l'aide d'anticorps anti-HA ou d'anticorps anti-CA150. 
10 Mais egalement, apres expression et purification de CA150 (source 

de PADNc complet: reseau IMAGE) dans E. Coli, couplage de CA150 sur 
billes sepharose et incubation avec des extraits proteiques de lignees 
lymphoblastoides normales ou de patients atteints de HD, et de cerveaux 
post-mortem (individus sains ou malades), la retention de la htt par CA150 
15 pourra etre testee par western blot a l'aide d'anticorps anti-htt dont les 
epitopes sont localises au niveau des 600 premiers amino-acides de la htt. 
La co-localisation de CA150 avec la htt dans ces tissus humains pourra etre 
verifiee par les techniques classiques de fractionnement subcellulaire et de 
western blot tel que precedemment decrit (Sittler et al., 1998). En 
20 complement, les interactions htt d'origine humaine-CA150 peuvent etre 
testees directement en double-hybride dans la levure. 

En ce qui concerne les proprietes biochimiques de CA150, lors des 
experiences de production de CA150 : :HA dans £. coli et du controle de 
production par western blot a l'aide d'un anticorps anti-HA ou d'un 
25 anticorps antiCA150, les Inventeurs ont mis en evidence une forme non 
agregee de CA150 migrant sur gel sensiblement a la taille attendue (environ 
92 kDA), et des formes agregees de CA150 migrant largement au-dessus de 
la taille attendue. Les proprietes d'agregation de CA150 sont tres 
certainement a attribuer a la region repetee (QA)38 cote N-terminal, qui 
30 comme dans le cas des polyglutamines ou des polyalanines dans d'autres 
proteines humaines, s'averent capables de favoriser l'agregation de la 
proteine porteuse avec elle-meme, voire avec d'autres proteines. Les 
proprietes d'agregation de CA150 mises en evidence par les Inventeurs sont 
susceptibles de participer aux mecanismes de la maladie de Huntington. 
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En ce qui concerne la fonction de ZK1 127.9 dans C elegans : les 
donnees decrites permettent d'etudier le role de ZK 1127.9 dans C. elegans 
a Paide des techniques classiques de transgenese et de mutagenese dans C 
elegans : profil d'expression de ZK1 127.9 dans C. elegans apres expression 
5 en transgenese de proteines de fusion ZK1 127.9: :GFP (typiquement 1-2 kb 
de sequence en amont de Pexon 1 plus le premier intron suffisent a 
P expression d'une proteine chez G elegans), et analyse du phenotype de 
mutants non-lethaux pour le gene de ZK1 127.9 (selection des mutants par 
criblage PCR de pools d'ADN correspondants a une banque de mutants 
10 induits par exposition au TMP et aux UV ; la mutagenese TMP/UV 
generant une majorite de deletions de petite taille, elle est particulierement 
adaptee au criblage PCR). 

En ce qui concerne la validation cellulaire de cibles therapeutiques 
dans un animal vivant : avec la confirmation de perte d' interaction entre htt 
15 mutee et CA150 et sur la base des informations recueillies sur la fonction de 
ZK1 127.9, les sites de liaison entre CA150 et la htt normale peuvent etre 
identifies (par exemple par cartographie de deletion) afin de mettre au point 
des tests in vitro et in vivo qui permettent P identification de composes actifs 
(peptides ou composes organiques) capables de reconstituer Pactivite 
20 normale du couple htt-CA150. L'efficacite in vivo de tels composes pourra 
etre directement testee dans les modeles animaux de HD qui permettent des 
etudes de pharmacologic en terme de toxicite, pharmacocinetique, doses 
efficaces (par exemple chez le primate, cf. Palfi et al., 1998). 

CA150 est un facteur modulateur de la transcription nucleaire qui 
25 interagit avec la RNA polymerase de type II (Shune et al., 1997), et porte 
une zone repetee (riche en Alanine et en Glutamine) qui est presente dans 
plusieurs autres facteurs modulateurs de la transcription comme GAL1 1 ou 
SSN6 dans la levure, ou encore Zeste dans la drosophile. A Paide d'amorces 
nucleotidiques aux bornes de la region nucleotidique correspondant au 
30 domaine (QA)60 et apres analyse classique des produits PCR sur gel de 
polyacrylamide et autoradiographic, les inventeurs ont mis en evidence que 
le domaine (QA)60 de CA150 est polymorphique (4 alleles entre 57 et 62 
QA, 30% d'heterozygotie) dans la population normale apres avoir teste 20 
individus sains (10 couples pere-mere ; families de reference du CEPH 
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cTorigine americaine numero 102, 1332, 1331, 1340, 1347, 1362, 1413, 

1416, 1423, 884). Du fait du polymorphisme et de la position du domaine 

polyQA (entre 2 domaines WW), ces donnees suggerent que le 

polymorphisme des repetitions QA dans CA150 pourrait etre implique dans 

5 T apparition et la progression de HD chez les malades, et pourrait moduler 

1'activite physiologique de CA150, notamment sa liaison avec la htt, ce 

d'autant plus que les repetitions QA dans CA150 sont aussi tmpliques dans 

des phenomenes d'agregation de CA150 tel qu'observe par les Inventeurs. 

L' analyse des homologies de CA150 avec les EST humains disponibles 

10 dans Genbank et dans dbEST a permis d'etablir que le gene de CA150 est 

exprime dans plusieurs tissus humains dont le cerveau (uterus, amygdales, 

sein, muscle, rein, poumon, parathyroide, testicule, coeur, embryon entier, 

colon, oreille, sang). 80 EST humains (representant 71 clones d'ADNc) 

correspondent au gene de CA150 (localisation chromosomique : 

15 chromosome 5) d'apres 1'analyse Unigene 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/Unigene), dont 4 EST correspondant 

a 4 clones d'ADNc de cerveau (clone IMAGE 38349, et clones GEN- 

158H06, GEN-121H03, et HFBCA63). Quatre autres clones d'ADNc de 

cerveau humain correspondant a CA150 (numeros d'accession Genbank 

20 M78358, R87450, AI216964, et HUM121H03A) ont pu etre detectes par 

les inventeurs dans les banques de donnees. 

Ces EST provenant de sequences obtenues dans plusieurs 

laboratoires differents, il est difficile de predire avec precision le niveau 

d' expression du gene de CA150 dans chacun de ces tissus humains a partir 

25 du nombre d'EST. Cependant, le fait que les clones d'ADNc de cerveau 
humain representent au total approximativement 11% (8/71 clones) des 
clones d'ADNc humain correspondant a CA150 suggere que CA150 n'est 
pas une facteur de transcription ubiquitaire exprime a haut niveau dans tous 
les tissus (comme par exemple la TATA-binding protein), et suggere que 

30 CA150 pourrait presenter une activite preferentielle dans certaines sous- 
populations neuronales du cerveau. L'interet de CA150 est appuye par le 
fait que d'autres PPH comme HYPM ou HYPE (Faber et al., 1998) ne 
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semblent pas exprimees dans le cerveau humain du fait de Pabsence d'EST 
de cerveau humain correspondant a leurs genes (base de donnees Unigene). 
L'interet de CA150 est aussi appuye par le fait que la htt presente une forte 
proportion d'EST dans le cerveau, ce qui reflete une expression de la htt 
5 dans toutes les cellules du cerveau y compris celles qui ne sont atteintes 
dans HD, tandis que CA150 presente une faible proportion d'EST de 
cerveau qui est susceptible de refleter une expression selective de CA150 
dans certains neurones du cerveau, eventuellement ceux atteints dans HD. 

Les Inventeurs se sont done attaches a mettre en evidence des 
10 molecules susceptibles de mimer l'activite de la htt normale ou CA150 de 
fa?on a les utiliser ensuite en tant que palliatif de Tun ou I'autre de ces 
composes afin de restaurer la fonctionnalite du couple htt normale / CA150. 
Les molecules en question peuvent etre tous types de compose (molecules 
naturelles, peptides synthetiques, composes organiques, produits 
15 combinatoires) susceptibles de mimer soit l'activite de la htt normale soit de 
tout fragment N-terminal de la htt normale presentant une activite similaire 
a celle de la htt normale non seulement dans son interaction avec CA150 
mais egalement dans les consequences de cette interaction, notamment en ce 
qui concerne les expressions ou repressions de genes induites par le 
20 fonctionnement normal de ce couple. De preference, le fragment N-terminal 
en question aura au plus 546 acides amines. 

En ce qui concerne les molecules susceptibles de mimer l'activite de 
CA150, dans le cadre de la presente invention, ces molecules comprennent 
egalement les molecules capables de mimer l'activite d'un fragment 
25 fonctionnel de C Al 50, e'est-a-dire d'un fragment susceptible de remplir une 
fonction similaire a celle de CA150 non seulement dans son interaction avec 
la htt normale mais egalement dans les consequences de cette interaction, 
notamment en ce qui concerne les expressions ou repressions de genes 
induites par le fonctionnement normal de ce couple. 
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En effet, la simple surexpression d'un fragment fonctionnel de 
CA150, par exemple un fragment depourvu de la region (QA)38, est 
susceptible de permettre un retablissement du fonctionnement normal de ce 
couple. 

5 Ainsi, la presente invention a pour objet un procede de criblage de 

molecules capables de modifier 1' interaction htt normale / CA 150 
comprenant : 

a) une pre-incubation de la htt normale ou d'un de ses fragments N- 
terminaux avec une molecule a tester, 
10 b) 1'elimination des molecules a tester restees libres dans le milieu 

de pre-incubation, 

c) l'ajout au milieu resultant de b) de la CA 150 ou d'un fragment 
fonctionnel de CA150, 

d) 1'elimination de CA 150 ou fragment fonctionnel de CA 150 
15 apres incubation du milieu c), 

e) la mesure de la constante d'affinite du couple htt normale ou 
fragment N-terminal de celle-ci / CA 150 ou fragment fonctionnel de CA 
150 issu de d), 

f) la comparaison de la constante d'affinite mesuree en e) avec une 
20 constante d'affinite standard du couple htt normale / CA 150. 

De fapon a completer ce procede ou selon que la molecule a tester 
est soup9onnee de mimer la htt normale ou un fragment N-terminal de celle- 
ci ou bien CA150 ou un fragment fonctionnel de CA150, il peut etre 
interessant «d'inverser» les reactifs mis en oeuvre dans ce procede en 
25 effectuant la preincubation en a) avec CA150 ou un fragment fonctionnel de 
CA150 et en ajoutant en c) la htt normale ou un fragment N-terminal de 
celle-ci. Bien evidemment, dans ce cas, c'est la htt normale ou le fragment 
N-terminal de celle-ci reste libre dans le milieu de c) qui sera ensuite 
elimine au niveau de 1'etape d). 
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Dans un mode de realisation avantageux du procede conforme a 
T invention, le compose fixe a l'etape a) du susdit procede est fixe sur phase 
solide qui peut etre choisie parmi des billes, un tube, une plaque, etc. 

En fait, le procede conforme a V invention tel que ci-dessus ecrit 
5 permet de mettre en evidence une competition intervenant entre la molecule 
a tester et htt normale ou un fragment N-terminal de htt normale ou bien 
CA150 ou un fragment de CA150, en fonction de l'ordre des reactifs 
utilises. En effet, si la comparaison de la constante d'affinite mesuree en e) 
(du susdit procede) avec une constatante d'affinite standard du couple htt 
10 normale / CA150 revele une interaction pour ledit couple plus faible que 
ceile connue dans des conditions standard, alors il conviendra de s'interesser 
a la molecule testee qui sera vraisemblablement a Porigine de cette « perte 
d'interaction » en tant que palliatif a Tun ou P autre des elements du couple 
en question. 

15 ■ Ainsi, afin d'approfondir une telle donnee, le procede conforme a 

T invention peut comprendre de plus une etape g) dans laquelle on mesure la 
constante d'affinite du couple molecule testee / htt normale ou fragment N- 
terminal de celle-ci, ou bien du couple molecule testee / CA 150 ou 
fragment fonctionnel de CA150, et facultativement une etape h) dans 

20 laquelle on compare la constante d'affinite obtenue en g) avec la constante 
d'affinite standard htt normale / CA 150. Une telle demarche permettra en 
effet de preciser la force de 1' interaction de la molecule a tester avec htt ou 
CA150 (ou l'un de leur fragment). 

Dans le cas ou les deux susdites etapes confirmeraient la potentialite 

25 d'une molecule testee a interagir au niveau du couple htt normal / CA150, il 
convient d'ajouter au procede conforme a P invention une etape i) dans 
laquelle on identifie la molecule testee pour laquelle la constante d'affinite 
mesuree a l'etape g) est significative d'une interaction avec htt normale ou 
un fragment N-terminal de celle-ci ou bien avec CA150 ou un fragment 

30 fonctionnel de CA150. Cette molecule revet en fait un interet particulier et 
la presente invention a egalement pour objet son utilisation pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement curatif ou preventif de la 
maladie de Huntington. En effet, cette molecule est susceptible de retablir 
en tout ou partie une fonctionnalite normale du couple htt normale / CA150 



WO 01/09613 



16 



PCT/FR00/02036 



et ainsi d'empecher 1'apoptose neuronale ou le dysfonctionnement neuronal 
induit par la htt mutee dans les cellules concernees. II n'est pas exclu qu'une 
telle molecule presente avec htt normale ou un fragment N-terminal de 
celle-ci ou bien avec CA150 ou un fragment fonctionnel de CA150, une 
5 constante d'affinite superieure a la constante d'affinite standard connue pour 
le couple htt normale / CA150. Dans ce cas, il conviendra d'utiliser a 
dessein ce type de molecule. 

La presente invention a egalement pour objet un procede 
d'identification de cibles therapeutiques pour la maladie de Huntington par 
10 l'analyse comparative des profils d'expression des ARNm issus de cellules 
saines avec des profils d'expression des ARNm issus de cellules dans 
lesquelles des pertes d' interactions htt normale / CA150 sont suspectees. Par 
ARNm ont entend non seulement les ARNm totaux mais egalement certains 
ARNm (par Northern blot, par sequen?age d'EST a partir de banques 
15 d'ADNc, par cDNA display, par hybridation soustractive d'ARNm ou 
d'ADNc, a l'aide de membranes ou de puces a ADN, ou toute combinaison 
de ces methodes). Dans le cadre de la presente invention, ces ARNm 
peuvent etre non seulement issus de cellules mais egalement de tissus ou 
d'organismes entiers (humains ou non humains). Lorsque ces cellules, tissus 
20 ou organismes sont dits « sains », il faut entendre : « a l'etat normal », c'est- 
a-dire ne presentant pas d'expression de la htt mutee. Lorsqu'il est question 
de cellules, tissus ou organismes dans lesquels des pertes d' interaction htt 
normale / CA150 sont suspectees, il faut entendre qu'il s'agit la d'un etat 
pathologique avec expression de la htt mutee. 
25 Un tel procede permet de mettre en evidence une sous-expression ou 

une sur-expression de genes dans les cellules suspectees de presenter une 
perte d'interaction htt normale / CA150 par rapport a l'expression des 
memes genes dans des cellules saines, et les sequences nucleotidiques 
correspondant a tout ou partie de ces genes peuvent etre utilisees dans le 
30 cadre de la presente invention pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement curatif ou preventif de la maladie de Huntington. 

Par « sequence nucleotidique correspondant a une partie du gene », 
on entend toute sequence correspondant a un fragment fonctionnel du gene 
en question et dont V expression est susceptible de donner lieu a un 
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polypeptide presentant une activite similaire a celle dudit gene au moins 
pour ce qui concerne son action sur la fonctionnalite du couple htt normale / 
CA150. 

Par « sous- » ou « sur-expression », on entend toute expression de 

5 gene inferieure ou superieure a la normale respectivement, detectable par les 
techniques courantes bien connues de Phomme du metier. 

Dans le cas ou le susdit procede revele qu'un gene est sous-exprime 
dans les maladies suspectees de presenter des pertes d' interaction htt 
normale / CA150, la susdite utilisation consistera a introduire la sequence 

10 nucleotidique correspondant a tout ou partie de ce gene dans les cellules 
concernees dans une construction contenant tous les elements necessaires a 
l'expression d'un gene, de fagon a faire reexprimer ce gene in situ et ainsi 
restaurer la fonctionnalite du couple htt normale / CA150. Une telle 
demarche peut par exemple etre realisee par therapie genique. 

15 Dans le cas ou le procede ci-dessus decrit permet de mettre en 

evidence une sur-expression d'un gene dans des cellules suspectees de 
presenter des pertes d'interaction htt normale / CA150, la susdite utilisation 
consistera a bloquer in situ l'expression de ce gene par exemple au moyen 
d'une strategic antisens. 

20 La presente invention concerne egalement l'utilisation d'une 

sequence nucleotidique correspondant au gene de CA150 ou d'un fragment 
fonctionnel de CA150 afin de la sur-exprimer au moyen d'une construction 
comprenant tous les elements necessaires a cette sur-expression, au niveau 
de cellules suspectees de presenter des pertes d'interaction htt normale / 

25 CA150, ceci dans le cadre d'un traitement curatif ou preventif de la maladie 
de Huntington. En effet, dans le cas ou CA150 normal serait deficient ou 
dans le cas ou des cellules pathologiques contiendraient a la fois la htt mutee 
et la htt normale, une telle demarche consistant a sur-exprimer localement 
CA150 aurait pour effet de deplacer I'equilibre des interactions par 

30 saturation de la htt mutee et rendrait done disponible le CA150 en surplus 
pour la htt normale presente dans lesdites cellules. 

Ceci pourrait egalement etre le cas avec des analogues hyperactifs de 
CA150 susceptibles de restaurer une fonctionnalite au moins equivalente a 
la fonctionnalite standard du couple htt normale / CA150. 
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La presente invention a egalement pour objet un anticorps anti-htt 
mutee susceptible de faire la discrimination entre htt normale et htt mutee. 
Elle concerne egalement Futilisation d'un tel anticorps pour la preparation 
d'un medicament destine au traitement curatif ou preventif de la maladie de 
5 Huntington. Une telle demarche de « neutralisation » de la huntingtine 
mutee pourrait d'ailleurs tout a fait s'accompagner d'une sur-expression 
locale de CA150 ou un fragment fonctionnel de CA150 et/ou de htt normale 
ou d'un fragment N-terminal de htt normale de fa$on a reintroduce les 
partenaires necessaires au retablissement de la fonctionnalite du couple htt 
10 normale / CA150. A titre d'exemple, ceci pourrait etre realise par le biais de 
la therapie genique. 

La presente invention ne se limite pas a la susdite description. Elle 
sera mieux comprise a la lumiere des experimentations exposees ci-apres. 

15 PRESENTATION DES FIGURES 

Figure 1. Test quantitatif (test ONPG en phase liquide) pour les interactions 
entre fragments N-terminaux de la htt et la proteine ZK1127.9_187-758. 
Htt90 correspond au produit de 1'exon 1 du gene de la htt. Htt 152 est un 

20 fragment qui est plus fortement susceptible de penetrer dans le noyau des 
neurones que htt546. Les valeurs representees correspondent aux moyennes 
sur 45 mesures in vivo (9 cultures independantes ; 5 mesures/point/culture). 
Les intervalles represented les bornes des valeurs obtenues. A : pourcentage 
de difference de liaison entre allele 15 Gins et allele a 128 Gins. Les 

25 distributions des valeurs ONPG ont ete comparees par analyse ANOVA a 
Paide du logiciel Macintosh Statview. 

Figure 2. Comparaison des proteines ZK. 1127.9 et CA150. Les tailles 
anotees sont en nombre d'aminoacides. Carres noirs : domaines WW. Zone 
30 hachuree : domaine (QA)60 polymorphique dans la population normale, 4 
alleles, au minimum 15 % - 30 % d'heterozygotie, en fonction de la 
population normale testee. 
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Figure 3, Interaction in vitro de la htt 152 normale (fixee sur billes de 
sepharose sous forme de proteine de fusion GST) et de ZK1127.09_187- 
758: :HA. L'interaction est mise en evidence a l'aide d'un anticorps anti- 
HA. -httl52Q18 : pas de htt normale sur les billes de sepharose (controle 
5 negatif) ; +httl52Q18 : avec htt normale sur les billes de sepharose, dans ce 
cas la fleche indique la proteine ZK1 127.9 eluee apres retention par la htt 
fixee sur les billes. 

Figure 4. Interaction in vitro de la GST : :httl52 normale (fixee sur billes de 
10 sepharose sous forme de proteine de fusion GST) et de CA150 (fragment 
133-910 aminoacides) : :HA. L'interaction est mise en evidence a l'aide 
d'un anticorps anti-HA. 

Figure 5. Retard de migration sur gel de CA150 (fragment 133-910 
15 aminoacides) apres expression et purification dans K coli. CA150 est 
detectee a l'aide d'un anticorps anti-HA ou d'un anticorps polyclonal anti- 
CA150. A : detection avec un anticorps anti-HA (origine commerciale). B : 
detection avec un anticorps polyclonal anti-CA150 (Sune et al., 1997). Ag : 
forme agregee ; N. Ag : forme non agregee. 

20 

Figure 6. Profit d'expression de la proteine CA150 sur coupes de cerveaux 
post-mortem d'individus normaux et de patients atteints de la maladie de 
Huntington. L'expression de CA150 a ete testee a l'aide d'un anticorps 
polyclonal anti-CA150 (Sune et al., 1997). Les tests ont ete realises dans le 

25 laboratoire de Robert Ferrante (Bedford VA medical Center, Bedford, 
USA). CA150 presente les profils d'expression suivants : A: Cortex 
humain, individu normal : expression diffuse, principalement nucleaire. B : 
Cortex humain, patient atteint de la maladie de Huntington : expression sous 
forme d'agregats dans le noyau et dans le cytoplasme des neurones positifs. 

30 Ce profil d'expression est fortement similaire a celui observe avec un 
anticorps anti-huntingtine (tel que largement decrit dans la literature), ce qui 
suggere que CA150 et huntingtine co-localisent dans les agregats cellulaires 
chez les malades. C : striatum humain, individu normal : meme observation 
que pour A. D: Striatum humain, patient atteint de la maladie de 
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Huntington : meme observation que pour B. Lorsque l'anticorps polyclonal 
anti-CA150 est pre-incube sur la nuit avec la proteine CA150 purifiee (test 
de preabsorption), aucun signal n'est visible, ce qui demontre la specificite 
des marquages observes en A, B, C et D. 

5 

METHODES ET DONNEES 

Les constructions destinees au criblage double-hybride et codant 
pour la htt ont ete creees dans le vecteur pGBT9 (numero d'accession 

10 Genbank U07646, Clontech) sous forme de proteines de fiision avec le 
domaine de liaison de la proteine GAL4 (GAL4BD) pour les sequences 
d' ADN specifiques qui ont ete introduces dans le genome des levures hotes. 
Les fragments d'ADNc codant pour la htt proviennent du laboratoire de 
Michael Hayden, University of British Columbia, Vancouver, Canada. 

15 Toutes les constructions ont ete sequences afin de verifier la mise en phase 
de lecture des ADNc de la htt, le nombre de repetitions CAG, et l'absence 
de mutations ponctuelles ou de deletions. La banque d'ADNc de C elegans 
(ADNc generes a 1'aide d'une amorce oligo-dT) a ete sous-clonee dans le 
vecteur pACT2 (numero d'accession Genbank U29899, Clontech) sous 

20 forme de proteines de fusion avec le domaine d'activation de la transcription 
de GAL4 (GAM AD). Cette banque d'ADNc est en acces libre et provient 
du laboratoire de R. Barstead (Oklahoma Medical Research Foundation, 
OK, USA). Le criblage en double-hybride a ete effectue par utilisation d'un 
protocole base sur la fusion de levures mat-a et mat-alpha (Bendixen et al., 

25 1994), les levures mat-a (souche CG1945, Clontech) exprimant en 
l'occurrence les proteines de fusion [GAL4BD::htt], et les levures mat-alpha 
(souche Y187, Clontech) exprimant les fusions [fragments de proteines de 
C elegans::GALAAD]. 

30 La construction utilisee par les inventeurs pour le criblage (proteine 

de fusion avec GAL4BD) etait htt546Q15 (Figure 1). Apres criblage de 
3,8 10 8 clones (efficacite de fusion superieure a 33%), 56 clones positifs ont 
ete detectes. Apres elimination des faux positifs (sur la base d'une 
interaction en double-hybride avec la proteine de fusion GAL4BD::lamine) 
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et verification de la redondance des vrais positifs par analyse des profils de 
restriction (digestion enzymatique des ADNc selectionnes a l'aide des 
enzymes de restriction EcoRI et BamHI), les inventeurs ont sequence les 
extremites 5' et 3' des clones d'ADNc uniques resultants (soit 2 clones). La 

5 recherche d'homologie de sequence entre les EST (Expressed Sequenced 
Tag) 3' et 5' obtenus pour ces clones et les proteines de G elegans sur le 
serveur « BLAST C elegans » au Sanger Centre, Cambridge, UK 
(http://www.sanger.ac.uk7Proje<^C_elegans/blast_server.shtml) a l'aide 
des programmes BLAST (Altschul et al., 1997) a permis aux inventeurs 

10 d' identifier la proteine ZK1 127.9 comme partenaire de htt546Q15. Comme 
indique dans la banque publique de donnees Acedb, le gene de ZK1 127.9 se 
trouve sur le chromosome II (cosmide ZK1 127) de C elegans. La sequence 
de la proteine ZK1 127.9 a ete predite a partir de 1' analyse de la sequence 
genomique de G elegans (The C elegans Sequencing consortium, 1998) et 

15 contient 946 aminoacides. La comparaison des sequences d'extremite 3' et 
5* du clone d'ADNc correspondant a ZK1 127.9 avec la banque C elegans 
du Sanger Centre a l'aide des programmes BLASTN et BLASTX a permis 
d'etablir que le clone d'ADNc correspondant au gene de la proteine 
ZK1 127.9 code pour les aminoacides 187 a 758 de cette proteine. Les sites 

20 de liaison de htt546Q15 sur ZK1 127.9 sont done localises entre les 
aminoacides 187 a 758 de ZK1 127.9 (ZK1 127.9J 87-758). Le profil 
d'interaction de ZK1127.9_1 87-758 avec differentes formes de la htt 
(htt546Q15, htt546Q128, httl52Q15, httl52Q128) a ete analyse par les 
inventeurs a l'aide des tests en double-hybride (Bendixen et al., 1996), 

25 initialement de fa?on qualitative apres selection des clones positifs sur 
gelose et transfert sur filtres de nylon, et ensuite de fafon quantitative apres 
selection des clones positifs en phase liquide, extraction des proteines, et 
test ONPG en phase liquide (Kalchman et al., 1996). Les tests ONPG ont 
ete efFectues 45 fois, e'est a dire a partir de 9 cultures independantes de 

30 levure, et de 5 mesures/cas/culture (Figure 1). L'analyse statistique des 
donnees a ete effectuee a l'aide du logiciel Statview (Macintosh) et de 
T analyse des variances sur la distribution des valeurs obtenues pour chaque 
cas (Figure 1). 
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Des homologies de sequence de ZK1 127.9 et de ZK1 127.9J87-758 
avec d'autres genes ont ete recherchees par les inventeurs dans plusieurs 
banques de donnees publiques dont : 

- Genbank au NIH, MD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

- le serveur WWW « BLAST C. elegans » du Sanger Centre, Cambridge, 
UK (http ://www. sanger. ac.uk/Proj ect s/C_elegans/blast_server. shtml) 

le serveur WWW de l'EBI, Cambridge, UK 
(http://www2.ebi.ac.uk/servicestmp) 

Ces recherches ont ete effectuees a l'aide des programmes BLAST 
(Altschul et al., 1997) ou a l'aide de programmes bases sur l'algorithme de 
Smith et Waterman (Smith et Waterman, 1981) comme le programme bic2 
(EBI). Par ailleurs, des domaines conserves ont ete recherches 
dans ZK1 127.9, ZK1 127.9 J 87-758, et CA150 a l'aide du programme Pfam 
(http://www.sanger.ac.uk/Softwares/Pfam/search.shtml). Ces analyses ont 
permis de mettre en evidence les faits suivants (Figure 2) : 

- ZK1 127.9J87-758 contient 3 domaines WW (Pirozzi et al., 1997) aux 
positions 200-225, 262-292, et 378-407 amino-acides 
(0.00019<Evalues<0.011). Les domaines WW sont des motifs de 35-40 
amino-acides caracterises par la presence de 4 residus aromatiques 
conserves dont deux sont des tryptophanes, sont des mediateurs des 
interactions proteine-proteine, et interagissent classiquement avec des 
domaines polyprolines (Pirozzi et al., 1997). II est done tres probable que 
ZK1 127.9_1 87-758 interagit avec la region riche en prolines de la htt (htt : 
numero d'accession Genbank L12392) qui est localisee immediatement en 
C-terminal du domaine polyQ (entre les amino-acides 40 et 100) et qui 
contient 2 polyprolines de 11 et 10 prolines consecutives. II est aussi tres 
probable que la liaison de la htt a CA150 implique les polyprolines et la 
region immediatement C-terminale (sur au moins 30 aminoacides) aux 
domaines polyprolines dans la htt et les domaines WW aux positions 133- 
162, 431-460 (correspondant au domaine WW 262-292 de ZK1 127.9), et 
532-559 aminocides (lO^Evalues^.0016) de CA150. Le role mediateur 
de la region riche en polyprolines de la htt pour Pinteraction avec des 
proteines a domaine WW a ete illustree par ailleurs (Faber et al., 1998). 
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- la region de ZK 1127.9 allant des aminoacides 267 a 944 presente une 
homologie importante (amino-acides identiques : environ 38% ; amino- 
acides similaires : environ 69% ; p=1213 en analyse Smith et Waterman, et 
pCN^lO' 137 en analyse BLAST) avec la region 435 a 1095 aminoacides de 
5 la proteine humaine CA150 (numero d'accession Genbank AFO 17789). II 
existe aussi d'autres homologies plus faibles et non significatives pour des 
segments courts de ZK1 127.9, comme par exemple des homologies avec 
des domaines WW presents dans d'autres proteines comme HYPA ou 
HYPB (Faberetal., 1998). 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de criblage de molecules capables de modifier 
5 l'interaction htt normale / CA150 comprenant : 

a) une pre-incubation de la htt normale ou d'un de ses fragments N- 
terminaux avec une molecule a tester, 

b) P elimination des molecules a tester restees libres dans le milieu de 
pre-incubation, 

10 c) l'ajout au milieu resultant de b) de CA150 ou d'un fragment 

fonctionnel de CA150, 

d) P elimination de CA150 ou fragment fonctionnel de CA150 apres 
incubation du milieu c), 

e) la mesure de la constante d'affinite du couple htt normale ou 
15 fragment N-terminal de celle-ci / CA150 ou fragment fonctionnel de CA150 

issu de d), 

f) la comparaison de la constante d'affinite mesuree en e) avec une 
constante d'affinite standard du couple htt normale / CA150. 

2. Procede selon la revendication 1 dans lequel : 

20 - la pre-incubation en a) est effectuee avec CA150 ou un fragment 

fonctionnel de CA150, 

en c) la htt normale ou fragment N-terminal de celle-ci est ajoute, 

et 

en d) la htt normale ou fragment N-terminal de celle-ci reste libre 
25 dans le milieu de c) est elimine. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 dans lequel l'etape a) est 
realisee par une fixation de la htt normale, d'un fragment N-terminal de 
celle-ci, de la CA150 ou d'un fragment fonctionnel de CA150, sur phase 
solide. 
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4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, comprenant de plus 
une etape g) dans laquelle on mesure la constante d'affinite du couple 
molecule testee / htt normale ou fragment N-terminal de celle-ci ou CA150 
ou fragment fonctionnel de CA150, et facultativement une etape h) dans 

5 laquelle on compare la constante d'affinite obtenue en g) avec la constante 
d'affinite standard htt normale / CA150. 

5. Procede selon la revendication 4 comprenant de plus une etape i) 
dans laquelle on identifie la molecule testee pour laquelle la constante 
d'affinite mesuree a 1'etape g) est significative d'une interaction avec htt 

10 normale ou fragment N-terminal de celle-ci ou CA150 ou fragment 
fonctionnel de CA150. 

6. Utilisation de la molecule identifiee selon la revendication 5 pour 
la preparation d'un medicament destine au traitement curatif ou preventif de 
la maladie de Huntington. 

15 7. Procede d' identification de cibles therapeutiques pour la maladie 

de Huntington par l'analyse comparative des profils d'expression des 
ARNm issus de cellules saines avec des profils d'expression des ARNm 
issus de cellules dans lesquelles des pertes d' interaction htt normale / 
CA150 sont suspectees. 

20 8. Utilisation d'une sequence nucleotidique correspondant en tout ou 

partie a un gene sous-exprime dans des cellules suspectees de presenter des 
pertes d'interaction htt normale / CA150 par rapport a des cellules saines 
conformement au procede selon la revendication 7, pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement curatif ou preventif de la maladie de 

25 Huntington. 

9. Utilisation d'une sequence nucleotidique correspondant en tout ou 
partie a un gene sur-exprime dans des cellules suspectees de presenter des 
pertes d'interaction htt normale / CA150 par rapport a des cellules saines 
conformement au procede selon la revendication 7, pour la preparation d'un 
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medicament destine au traitement curatif ou preventif de la maladie de 
Huntington. 

10. Utilisation d'une sequence nucleotidique correspondant au gene 
de CA150 ou d'un fragment fonctionnel de CA150 pour la preparation d'un 

5 medicament destine au traitement curatif ou preventif de la maladie de 
Huntington par sur-expression de ladite sequence dans des cellules 
suspectees de presenter des pertes d'interaction htt normale / CA 150. 

11. Anticorps anti-htt mutee. 

12. Utilisation d'un anticorps selon la revendication 11 pour la 
10 preparation d'un medicament destine au traitement curatif ou preventif de la 

maladie de Huntington. 
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Revendications nos. : 6 



La revendication 6 se refere a 1 'util isation d'une molecule definie en 
faisant reference a une propriete souhaitable, en particulier a sa 
capacite d'etre identifiee selon la revendication 5. La revendication 
comprend 1 'utilisation de toutes les molecules ayant cette propriete, 
tandis que la demande de brevet ne donne un fondement au sens de 
V Article 6 PCT et/ou un expose au sens de 1 'article 5 PCT pour aucune 
molecule precise definie en termes de sa structure chimique. 

Independamment des raisons evoquees ci-dessus, la revendication 6 ne 
fournit aucun moyen de distinguer les molecules nouvelles des molecules 
faisant partie de l'etat de la technique mais pouvant etre identifiees 
par la methode de la revendication 5 . Aucune definition de la matiere 
pour laquelle une protection pourrait etre legitimement revendiquee ne 
peut done etre deduite de la revendication 6 (Article 6 PCT). 

Ce manque de clarte, fondement et expose est tel qu'une recherche 
significative sur la matieere couverte par la revendication 6 est 
impossible. 

L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications, 
ou des parties de revendications, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuvent faire 
obligatoirement Tobjet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) 
PCT). Le deposant est avert i que la ligne de conduite adoptee par TOEB 
agissant en qualite d'admini strati on chargee de Texamen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait Tobjet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, independamment du fait que les revendications 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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outil d'etude puissant pour V identification et la validation (au niveau 
cellulaire, et avant etude pharmacologique anatomo-fonctionnelle dans des 
modeles plus complexes comme la souris ou le primate) de cibles 
therapeutiques. Plus particulierement, les inventeurs se sont attaches a 
5 etudier les interactions entre une proteine de maladie humaine, la htt, et 
V ensemble des proteines repertoriees chez G elegans, ce a l'aide de la 
technique du criblage en double-hybride (Fields and Song, 1987) de fa$on a 
reconstruire, en partie au moins, le schema des voies de signalisation qui 
sont impliquees dans le fonctionnement normal de la htt avant expansion de 
10 polyQ, et dans le fonctionnement pathologique de la htt apres expansion de 
polyQ. Suite au criblage double-hybride, Tanalyse des homologies entre le 
gene d'interet identifie dans G elegans et ses homologues chez l'homme 
permet de predire efficacement la nature des mecanismes pathologiques en 
jeu dans HD et de definir les premieres bases d'une intervention 
15 therapeutique, ce a quoi se sont aussi attaches les inventeurs. 

Les donnees obtenues par les inventeurs concernent done 
V identification de phenomenes de variation d'interaction entre une proteine 
de C elegans qui s'avere etre une proteine a domaine WW de 946 
aminoacides et certains fragments de la htt normale ou mutee (perte 
20 d'interaction). Bien que la fonction de ZK1 127.9 soit inconnue dans le 
nematode, cette proteine presente des caracteristiques qui suggerent 
fortement que l'activite de regulation de la transcription des genes de 
Phomologue humain de ZK1 127.9 (CA150) est modulee par des fragments 
N-terminaux de la htt dont le poids moleculaire est compatible avec un 
25 passage dans le noyau des cellules neuronales au travers des pores 
nucleaires. 

En effet, les fragments N-terminaux de la htt utilises par les 
inventeurs, notamment htt 152, ont la capacite, de part leurs poids 
moleculaires (environ 10-70 kDa), de penetrer dans le noyau des neurones 
30 par les pores nucleaires, sans doute de fa<?on passive (Hackam et al., 1998). 

De plus, ZK1 127.9^187-758 presente une perte d'interaction de 92 
% avec la forme mutee httl52Q128 en comparison de httl52Q15. Lorsque 
la taille de la htt est de 546 amino-acides, la perte d'interaction moyenne de 
ZK1127.9J87-758 pour htt546Q128 en comparison de htt546Q15 est de 



